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論 文
内
容要
旨
目
的
 細胞に放射線を照射すると無限増殖能を維持する細胞分率は線量の増加に伴って指数関数的に減
 少する。無限増殖能逸失という現象は急性放射線障害の原因となっており,また放射線治療に応用
 されているように,放射線影響の研究にとって重要な位置を占めるものである。しかしこの現象が
 いかにして惹起されるかについては解明されるに程遠い状態にある。本研究はq倣射線により無限
 増殖能を失った細胞が照射後どのような挙動を示し,(2)放射線による致死効果(無限増殖能逸失)
 をどのような形でどのような時間経過で発現するかという問題について集団動態論的に解析したも
 のである。用いた細胞はC5H系マウスの乳癌細胞の一系統であるFM3A細胞のinvitr・の浮
 遊培養である。放射線の種類と線量はコバルト60のガンマ線,700Rである。この線量を照射
 されて無限増韓能を維持する細胞の分率は約3%である。
結 果
 1.実験により直接得られた結果
 (1〕生長曲線:700R照射後の全細胞数の経時変化には次のような特徴があった。細胞分裂遅延
 解除から22時間目までの細胞数増加はかなり大きく,'22～44時間の増加は最も小となり,そ
 の後次第に生長曲線の勾配が大きくなるが,対照とほぼ等しくなるのは照射後g日目を過ぎてから
 であった。〔2〕生細胞分率および死細胞分率:照射後の細胞集団中に存在する生細胞と死細胞の分率
 をトリパソブルーを細胞外に排除でぎるかどうかにより判定して求めた。死細胞分率が最大となる
 時間とその値は70時間目,26.5×10-2であった。〔3)gr・wthfracti・n(GF):5H一
 チミジソとコルヒチンの時間差投与法によりGFを求めた。GFは照射後の時間に依存して変化し,
 70時間目に最ノ1¥となった(0.524)。対照と等しいGF(0.g72)に回復するのに長時間を
 要し,212時間目でも対照より小さかった。GFと生細胞分率を比較すると後者の方が有意に大
 であることが多いので,静止細胞すなわち生きてはいるが細胞周期から逸脱している細胞の存在が
 推定された。㈲細胞周期の時間Tc:コルヒチγ添加後の分裂中期細胞の蓄積速度およびGFから
 Tcが求められた。照射後22～212時間の全ての測定点で対照(10.2時間)よりも有意(危
 険率0,05)に延長しているがその延長は著しくない。例えば最も延長している照射後3日目およ
 び4日目においても12.g時間であった。(5)照射直後の細胞分裂遅延の時間:8時間であった。
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 2.実験データの解析により得られた結果
 111充分に短い時間当りの細胞生産細数,増殖性細胞から静止細胞への移行細胞数,生細胞から死
 細胞への移行細胞数,静止細胞から死細胞への移行細胞数,死細胞から損失する細胞数および各種
 細胞の増加数を照射後22,44,70,g1,5,116,166.5時間目の細胞集団並びに対照
 について計算し相互に比較した。また細胞生産,細胞間移行,細胞損失の割合を決めている定数の
 経時変化が求められた。これらの結果の要点は増殖性細胞から静止細胞への移行は照射後かなり長
 期にわたって続くこと,静止細胞や死細胞として滞っている時間はかなり短かいことなどである。'
 (2〕細胞分裂確率P(n):(n-1)回目の細胞分裂が可能な細胞のうちn回目の細胞分裂が可能
 な細胞の分率を,照射後11回目まで求めた。P(n)は3回目～5回目において最小値(0.50
 ～0、55)となった。(3〕無限増殖能を失った細胞が行なう細胞分裂回数:その分布が求められたが,
 平均は2回,メデアンは1回であった。141致死障害発現の時間経過:放射線により致死障害を受け
 それをまだ発現していない細胞の分率は,照射後22時間目から116.5時間日の範囲で指数関数
 的に減少していると推定された。
考 察
 以上の結果からガンマ線を700R照射された細胞集団の動態を総合的に表現すると次のように
 なる。照射直後の細胞分裂遅延解除後の細胞周期の進行は対照とあまり違わない(僅かに遅い)。
 しかし細胞周期から逸脱する細胞が照射後の時間に依存して出現する。細胞周期から逸脱する細胞
 の割合は増殖性細胞から静止細胞への移行定数および細胞分裂確率という二通りの表現方法がある。
 細胞分裂確率は照射直後の細胞分裂で最小となるのではなく,3～5回目で最小となる。細胞周期
 から逸脱した細胞は静止細胞へ,次に死細胞へ移行し,遂には細胞損失が起るが,細胞間移行や細
 胞損失にはある時間を要するので,これがGFの低下として投影されるのである。放射線を照射さ
 れて無限増殖能を失った細胞は遅かれ早かれ細胞周期から逸脱するが,これらの細胞が行なう細胞
 分裂回数は平均2回,メヂアソが1回という分布に従っている。細胞周期からの逸脱を致死障害の
 発現とみなすと,照射後22～116.5時間内の任意の充分に短かい時間当りの致死障害発現は,
 その時間の初めに存在する未発現致死障害を持つ細胞数に比例する。
 致死障害の発現がいかなる分子的機構によるものかは将来に残された問題である。また本論文で
 述べた細胞動態の解析法はあらゆる種類の細胞集団に適用できるはずであるから,より複雑な構成
 の細胞集団に適用する試みは成果をもたらすと考えられる。
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 審査結果の要旨
 筆者は、はつかねずみに自然発生した乳がん細胞FM3Aの生体外培養を用い、コバルト60ガン
 マ線1回照射7'00Rを行った後トリパソ青染色性(死細胞と生細胞の鑑別)、3H一チミジソの標
 識指数(増殖性細胞分率の推定)、コルヒチン処理による分裂中期の蓄積像の増加(世代時間の推
 定)測定を行い全細胞数、死細胞数、増殖分率の測定及び推定を照射後いろいろな時間で行った。
 もし照射が行われなかったとすれば細胞集団は一定の倍化時間で無限に増殖すると仮定し照射後に
 行われる生細胞の増殖速度は2つの異なった時刻に測定された世代時間の幾何平均であると仮定し
 た上で生細胞の増殖速度を推定し全細胞数と生細胞数の差が死細胞計数の実測値と一致しないのは
 死細胞の損失によるものと考え、この損失はさぎに仮定した生細胞の世代時間に等しい時間をもつ
 て細胞が分裂したあと集団から失われるためにおこると考え照射後の平均世代数と細胞損失の頻度
 を対応させた。
 ・一連の実験資料を用い全細胞集団の移行は増殖性集団→非増殖性集団→死細胞集団→損失集団の
 順で行われると仮定し2つの操作に従って集団の動態解析を行った。その1つは指数的増殖に基ず
 くものでこれは全細胞数の経時変化を増殖性細胞、生細胞、静止細胞、死細胞について分析した。
 その2は主として細胞分裂確率を中心とした逐次分析であって、これには細胞分裂確率、照射後連
 続n回の細胞分裂を行なう細胞が照射の初期全細胞に占める分率、n回分裂するがn+1回の分裂
 を行う事の出来ない細胞が照射当初の照射の中で占める分率、致死障害発現の時間経過を推定した。
 この研究は培養中の自由細胞の阻害の動態を取扱う一般的手法を提供するものであり、現在の定
 量的細胞放射線生物学に寄与する所が多く学位授与に値するものと考える。
 一8一
